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生防菌 MHZ１１１的鉴定及对黄瓜根结线虫病的
防治效果评价
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(北京市农林科学院 植物保护研究所,北京１０００９７)

摘要:为促进生防菌株的进一步开发利用,从漠河永冻层土壤中分离到菌株 MHZ１１１,利用形态学和ITS、

１８SrDNA序列分析进行种类鉴定,并利用室内离体活性试验、盆栽和田间试验研究了该菌株对黄瓜根结线虫

的防治效果.结果表明,菌株 MHZ１１１为产紫青霉(Penicilliumpurpurogenum),该菌株发酵液原液对根结

线虫二龄幼虫的校正死亡率达１００％,在盆栽试验中防效达７１．３％,在田间试验中防效达７０．３％.产紫青霉

MHZ１１１菌株在黄瓜根结线虫病的绿色防控上具有良好的开发应用前景.
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　　根结线虫(Meloidogynespp．)是一类重要的

植物病原线虫,在世界各地均有分布,寄主范围超

过３０００种,是设施农业生产中重要的土传病害.
根结线虫常寄生于各种高等植物根系,可影响被

侵染植物正常的生理生化活动和生长发育,进而影

响产量及品质.据统计,根结线虫在我国每年带来

的经济损失达４亿美元[１],但目前,对根结线虫的

防治手段仍以化学杀线剂为主,新型杀线剂开发

少、能选择的范围窄,而化学杀线剂则严重威胁蔬

菜安全、人类健康及生态环境,因此挖掘安全高效

的生防资源、开发生物杀线剂日益受到关注[１].
真菌种类众多,代谢物丰富多样,是寻找新药

的宝贵资源库.食线虫真菌凭借无污染、对人畜无

毒、持效期长等优势成为研究人员关注的焦点,目
前全球已报道的食线虫真菌达到了７００多种[２].
已有研究发现绿色木霉(Trichodermaviride)、
哈茨木霉(Trichodermaharzianum)对黄瓜根结

线虫具有显著防效[１,３];黄阔等[４Ｇ５]发现淡紫拟青

霉(Paecilomyceslilacinus)对烟草根结线虫的防

控具 有 极 佳 的 防 效;文 才 艺 等[６]发 现 黑 曲 霉
(Aspergillusniger)对番茄根结线虫的防控具有

显著防效.本研究从漠河永冻层土壤中分离并筛

选到杀线虫活性较高的真菌菌株 MHZ１１１,对其

进行了种类鉴定,并利用温室盆栽试验和田间试

验评价了该菌株对南方根结线虫的防治效果,为
其进一步开发利用奠定基础.

１　材料与方法

１．１　材料

南方根结线虫由北京市农林科学院植物保护

研究所生防微生物研究室分离鉴定并保存,用于

接种的２龄幼虫在空心菜上扩繁,选取成熟线虫

卵用０．５％的次氯酸钠溶液消毒３min,用无菌水

冲洗３次后放入加有滤网的直径９０mm 培养皿

中,加灭菌蒸馏水于２５℃孵化,４８h后从筛网下

收集孵化的２龄线虫(J２)用于试验.
MHZ１１１菌株是从黑龙江省漠河永冻层土壤

悬液中用梯度平板稀释法分离获得,菌株保藏号为

CGMCCNo．１１６３０.供试黄瓜为中农１６号,购于

京研益农(北京)种业科技有限公司.１０％噻唑膦

颗粒剂(福气多)购于市场.
１．２　菌株 MHZ１１１的鉴定

１．２．１　菌株 MHZ１１１的形态学鉴定　将菌株

MHZ１１１进行单孢纯化后,转接到马丁培养基上

观察菌落形态、颜色及培养性状,然后挑取菌丝放

于显微镜下,观察菌丝及分生孢子特征[７],再综合

培养 性 状 按 照 Bissett 分 类 方 法 进 行 形 态 学

鉴定[８].
１．２．２　菌株 MHZ１１１的分子生物学鉴定　将纯化

的 MHZ１１１菌株,接到PDB中２５℃,１８０r􀅰min－１摇

瓶培养５d,收集菌丝体及孢子,加入FPCB裂解

液(上海生工股份有限公司),反复冻融[１],然后用

CTAB法[９]提取基因组 DNA,以基因组 DNA 为

模板,分 别 用 真 菌 rDNAＧITS 通 用 引 物 ITS１
(５′ＧTCCGTAGGTGAACCTGCGGＧ３′、ITS２(５′Ｇ

１３
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GCTGCGTTCTTCATCGATGCＧ３′)和１８SrDNA通

用引物 NS１(５′ＧCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCＧ３′)、
FR１ (５′ＧAICCATTCAATCGGTAITＧ３′)进 行

rDNAＧITS和１８SrDNA片段序列扩增.PCR扩

增程序为:rDNAＧITS片段９４ ℃预变性２min,
(９４℃４５s,３７℃１min,７２℃２min)×３５个循环,
７２℃再延伸１０min;１８SrDNA片段９４℃预变性

５min,(９４℃３０s,５５℃１min,７２℃１．５min)×
３５个循环,７２℃再延伸１０min.PCR扩增产物

经１％琼脂糖凝胶电泳分离纯化,引物合成及

PCR序列测定委托北京博迈德基因技术有限公

司完成.将菌株的ITS和１８SrDNA序列分别提

交至 NCBI,通过 BLAST 序列比对,从 DNA 水

平鉴定 MHZ１１１菌株的种类.
１．３　菌株 MHZ１１１对黄瓜根结线虫的防治效果

１．３．１　菌株 MHZ１１１发酵液室内杀线虫活性　
取在PDA 培养基上培养５d的 MHZ１１１平板,
用灭菌打孔器均匀地打取孔径为０．５cm的菌饼,
接种至含１００mLPDB培养基的三角瓶中,每瓶

接入３个菌饼,２５℃,２００r􀅰min－１摇瓶发酵７２h,
发酵液１２０００r􀅰min－１离心５min,再用微孔滤膜

滤出菌丝,获得的发酵滤液用于室内杀线虫活性
试验[１].将２００μL发酵滤液分别放入２４孔细胞

培养板中,每孔加入１００μL根结线虫２龄幼虫
(J２)悬浮液(２０条线虫左右),以清水作为对照,
３次重复.室温处理２４h观察线虫存活情况,将
虫体僵直的J２分离出来,放入２％生理盐水中,
在体视显微镜下用竹针轻轻拨动J２,死亡的个体

将完全不动[３],计算线虫校正死亡率[１０].
１．３．２　菌株 MHZ１１１防治根结线虫的盆栽试验

　取菌株 MHZ１１１的 PDA 菌饼３个接种于含

１００mLPDB培养基的５００mL三角瓶中,２５℃,
２００r􀅰min－１摇瓶发酵７２h得到 MHZ１１１发酵

液,将 MHZ１１１发酵液以１０％的接种量接种于灭

菌的２５０g􀅰袋－１的固体培养基(玉米碴４０％,玉
米芯４５％,水１５％)中,２５℃,发酵１０~１５d,待
MHZ１１１孢子含量达到２×１０８个􀅰mL－１时用于

盆栽试验.
黄瓜育苗于直径１３cm、高１０cm 的营养钵

中,育苗土为草炭土∶蛭石按２∶１比例混合,每盆装

入混合基质１５０g.在黄瓜第１片真叶完全展开

时接种南方根结线虫,将已培养好的线虫配制成

５００条􀅰mL－１ 的线虫悬浮液,在距离黄瓜根部

２cm处的基质中打３个小孔,将线虫悬浮液混匀

后加入小孔中,每盆接种３mL 约有１５００条线

虫[１１].接种当天进行药剂处理,菌株 MHZ１１１

固体发酵物１５０kg􀅰hm－２,１０％噻唑膦颗粒剂

２０kg􀅰hm－２(CK２),设置接种线虫但不用药剂处

理的黄瓜幼苗作为空白对照(CK１),每个处理１５株,
３次重复.药剂处理方法为:菌株 MHZ１１１固体

发酵物和噻唑膦颗粒剂拌土后均匀撒施,施药后

每盆浇等量的水,以不渗漏为准,然后放置在温室

中培养,并正常进行田间管理.在接种线虫４５d
后观察根部症状,根据根部根结数和大小,统计根

结数,计算防治效果[１],并采用SPSS２２．０软件完

成数据统计分析.
１．３．３　菌株 MHZ１１１防治根结线虫的田间试验

　田间防效试验在北京顺义区绿奥试验基地进行,
选择根结线虫病发生较重,但上茬没有得到有效防

治的温室地块进行.试验前,对地块土壤进行多点

随机取样,通过过筛法及水盘法分离收集根结线虫

卵块和J２,确定土壤中根结线虫的数量[１２],选择根

结线虫分布均匀的地块开展试验[７].
菌株 MHZ１１１固体发酵物制备方法同盆栽试

验,将孢子终浓度稀释至１×１０８个􀅰mL－１进行田间

试验.将 MHZ１１１固体发酵物通过穴施法直接施

入土壤,用量为１５０kg􀅰hm－２,以１０％噻唑膦颗粒

剂处理为药剂对照,用量为２０kg􀅰hm－２,轻轻覆土

后,把１株１叶期黄瓜苗移栽到穴内,以不用药剂

处理的黄瓜苗为空白对照[１].试验采用随机区组

法设计,每个小区双行种植,每行２５株,覆膜栽

培,株距３０cm,行距５０cm.各处理重复３次,田间

实行统一的管理措施,以保证生长环境一致[１３].
移栽６０d后调查,调查方法参照根结线虫田间调

查方法进行,每个处理选择３０株调查根部发病情

况,根据根部根结的数量和大小,记录病情级别[１],
计算出根结指数(GI)以明确防治效果,数据用

SPSS２２．０软件进行统计分析.

２　结果与分析

２．１　菌株 MHZ１１１形态学及分子生物学鉴定

２．１．１　形态学鉴定　菌株 MHZ１１１在马丁培养基

上生长迅速,初期菌落呈圆形,在边缘产生白色菌

丝,后渐变为绿色,且产孢量较大(图１A、B).显微

镜下观察发现 MHZ１１１菌丝有横隔,在分生孢子

梗顶端产生几轮对称或不对称的小梗,状似扫帚,
分生孢子呈球形或椭圆形(图１C).鉴于分生孢

子梗和 菌 落 等 典 型 形 态 特 征,初 步 鉴 定 菌 株

MHZ１１１是青霉属真菌.
２．１．２　分子生物学鉴定　以菌株 MHZ１１１的基

因组 DNA 为模板,用引物ITS１、ITS２和 NS１、
FR１分别进行rDNAＧITS和１８SrDNA 序列扩
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增,分别得到了２５０bp左右和１８００bp左右的片

段(图 ２),而 后 测 序 获 得 rDNAＧITS 序 列 和

１８SrDNA序列.将得到的这两个序列与 GenBank
数 据 库 中 的 已 知 青 霉 属 进 行 BLAST 比 对,
MHZ１１１的ITS序列与Penicilliumpurpurogenum
ITS序列JQ４２２６２０．１、JQ４２２６１９．１相似性达到

１００％,１８SrDNA序列与Penicilliumpurpurogenum
１８SrDNA序列 AF２４５２６８．１相似性达１００％,选
取与之同源性较高的序列,利用软件 MEGA５．０
构建系统发育树[１４].结合培养性状、形态特征和

系统发育树,将 MHZ１１１菌株鉴定为产紫青霉
(Penicilliumpurpurogenum).

图１　菌株 MHZ１１１的形态学特征

图２　菌株 MHZ１１１ITS及１８S序列扩增

琼脂糖凝胶电泳检测

２．２　产紫青霉 MHZ１１１对根结线虫的防治效果

２．２．１　产紫青霉 MHZ１１１发酵液室内杀根结

线虫效果　用发酵液处理根结线虫２龄幼虫,
２４h后线虫虫体僵直,将线虫转移到２％生理盐

水中,在体视显微镜下用竹针轻轻拨动,线虫仍

僵直不动,无法恢复活性(图３A),而对照组的

线虫活 性 正 常 (图３B). 统 计 发 现 产 紫 青 霉

MHZ１１１发酵液对根结线虫的平均校正死亡率

达到了１００％.
２．２．２　产紫青霉 MHZ１１１在盆栽试验中对黄瓜

根结线虫的防治效果　在接种南方根结线虫４５d
后对黄瓜进行根结线虫病害调查,在空白对照

中,黄瓜苗根结大、数量多,根结较均匀地分布在

整个根系,平均单株根结数为２０４．６个(图４A),

产紫青霉 MHZ１１１处理的黄瓜根系长,须根多,
根色洁白,根部根结小,数量少,平均单株根结

数为５８􀆰８个(图４B),防治效果为 ７１􀆰３％.在

１０％噻唑膦药剂处理中黄瓜根系长,根结小而

少,平均单株根结数为 ３５．６ 个(图４C),防治效

果为８２．６％.通过方差分析发现,产紫青霉菌

处理、噻唑膦处理及空白对照间根结数存在显著

差异,产紫青霉 MHZ１１１对根结线虫有较好的

防治效果,但与噻唑膦的防治效果仍存在一定差

异(表１).

图３　产紫青霉 MHZ１１１发酵液对根结线虫的作用

３３
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图４　产紫青霉 MHZ１１１对黄瓜根结线虫的盆栽防治效果

表１　 产紫青霉 MHZ１１１对黄瓜根结线虫的防治效果

处理

盆栽试验 田间试验

单株平均

根结数量/个

防治

效果/％

平均

根结指数

防治

效果/％

CK ２０４．６a Ｇ ９２．０a Ｇ
产紫青霉 MHZ１１１ ５８．８b ７１．３ ２７．３b ７０．３
噻唑膦 ３５．６c ８２．６ ２５．３b ７２．５

　　注:同列不同小写字母表示在P≤０．０５水平差异显著.

２．２．３　产紫青霉 MHZ１１１对黄瓜根结线虫的田

间防治效果　药剂处理６０d后,每个处理选取３０株

调查根部发病情况,将黄瓜根系挖出,抖落根际上

的泥土,参照病情级别标准调查根结线虫发病情

况.其中,对照组黄瓜根结明显,根结数量多,

９０％植株病情级别达到了４级(图５A),根据根结

指数计算公式,对照的平均根结指数为９２．０.产

紫青霉 MHZ１１１菌处理的黄瓜发病轻,根结数量

较少且根结较小,８５％的植株病情级别小于等于２
(图５B),３次试验中,产紫青霉 MHZ１１１菌的平

均根结指数为２７．３,平均防治效果为７０．３％.而

在噻唑膦处理中,黄瓜根系上根结小数量少,根结

覆盖率小于２０％,７５％的植株病情级别为１级
(图５C),３次试验中平均根结指数达到２５．３,平均

防治效果为７２．５％.通过方差分析发现,产紫青

霉菌处理、噻唑膦处理均与空白对照间根结指数存

在显著差异,产紫青霉 MHZ１１与噻唑膦处理间根

结指数没有显著差异,防治效果接近(表１).

图５　产紫青霉 MHZ１１１对黄瓜根结线虫的田间防治效果

３　讨论
产紫青霉(Penicilliumpurpurogenum)是习

居于土壤的一种真菌,相关研究报道较少.前人

从海泥中分离到该菌,并采用超声诱变和超声介

导的卡那霉素抗性筛选技术对无活性野生株产紫

青霉 G５９进行活性转化,筛选获得了对 K５６２细

胞具有显著抗肿瘤活性的４株突变株[１５Ｇ１９].也有

研究人员从红树林土壤中分离到该菌,对其产纤

维素酶培养基及发酵条件进行了深入研究[２０Ｇ２１].
另有研究者对该菌产βＧ葡萄糖醛酸苷酶产酶诱导

工艺和菊粉酶产酶发酵培养基进行了研究[２２Ｇ２４].
产紫青霉是一种新的生防资源,目前除本实验室

外,尚未见到关于该菌对植物寄生线虫的活性以

及在植物寄生线虫生物防治和应用方面的研究.
本试验中产紫青霉 MHZ１１１固体发酵物对

根结线虫具有较强的致死作用,在盆栽试验和田

间试验中对黄瓜根结线虫病的防效均达到了

７０％,防效比较稳定.通过盆栽和田间试验对比

发现,在盆栽试验中产紫青霉 MHZ１１１防效不及

噻唑膦,但在田间试验中两者差异不显著,分析原
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因可能是,在盆栽试验中土壤使用购买的育苗基

质,本底简单,试验时间短,化学药剂不易降解,而
田间试验为自然土壤,富含大量的微生物,本底复

杂,试验时间长,对降解化学药剂产生了一些影

响,也影响了防治效果.本试验新分离到的产紫

青霉 MHZ１１１,虽然丰富了黄瓜根结线虫病的生

防资源,但仍有很多因素制约着它的研究应用,如
在不同土壤中防效如何稳定、在各种作物根部定

殖能力怎样、杀线虫的主要活性成分是什么、作用

机制又是什么等问题均有待于进一步研究.

４　结论
本研究从漠河永冻层土壤中分离到一株性状良

好的真菌菌株 MHZ１１１,经形态学和分子生物学鉴

定为产紫青霉(Penicilliumpurpurogenum).其发酵

液对南方根结线虫二龄幼虫致死率达１００％,通过温

室盆栽试验和田间试验,发现 MHZ１１１处理的黄瓜

苗根结少,对根结线虫具有很好的防治作用,防效达

７０％,具有良好的开发应用前景.
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IdentificationofBiocontrolStrainMHZ１１１andItsControlEffect
AgainstCucumberRootKnotNematode
DONGDan,ZHANGTaoＧtao,WANGJinＧfu,LIUTing

(InstituteofPlantProtection,BeijingAcademyofAgricultureandForestrySciences,Beijing１０００９７,China)

Abstract:Inordertopromotethefurtherdevelopmentandutilizationofbiocontrolstrains,strainMHZ１１１was
isolatedfromthepermafrostsoilin Mohe．Thestrainwasidentifiedbymorphology,ITSand１８SrDNA
sequenceanalysis．ItscontroleffectagainstcucumberrootＧknotnematodewasevaluatedthroughinvitroactivity
tests,potandfieldexperiments．Theresultsshowedthatstrain MHZ１１１ wasidentifiedasPenicillium
purpurogenum．Therelativemortalityofthefermentationofthestrainto MeloidogyneincognitaJ２wasas
highas１００％,thebiocontroleffectwas７１．３％inpotexperiment,and７０．３％infieldexperiment．Penicillium
purpurogenum MHZ１１１strainhadagreatpotentialforthegreencontrolofcucumberrootknotnematode．
Keywords:cucumberrootknotnematode;biologicalcontrol;Penicilliumpurpurogenum ;controleffect
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